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摘  要 : 酵母被誉为啤酒酿造的灵魂，然而随着啤酒高浓酿造技术的发展，酿造过程中渗透压增加、乙醇含

量升高及营养平衡改变等会加快酵母的自溶，对啤酒的风味品质产生不利的影响。为提高酵母的抗自溶能力，

本研究构建了以酿酒酵母 18S rDNA 序列为同源位点的 FKS1 过表达菌株。结果表明，过表达菌株细胞壁葡聚

糖含量较原菌高 62%；通过平板耐受性分析可知，FKS1 过表达菌株在 8%的乙醇浓度、0.4 mol/L NaCl 的渗透

压冲击以及 24 h 饥饿培养的条件下，其胁迫耐受性均高于原始菌株；模拟自溶实验结果显示 FKS1 过表达菌株

自溶速度缓慢，抗自溶能力明显优于原始菌株。该结果有助于探究酵母自溶的机理，同时也对提高啤酒风味品

质和稳定性有着重要的意义。 
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Overexpression of FKS1 to improve yeast autolysis-stress 
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Abstract:  With the development of high gravity brewing, yeast cells are exposed to multiple brewing-associated stresses, 

such as increased osmotic pressure, enhanced alcohol concentration and nutritional imbalance. These will speed up yeast 

autolysis, which seriously influence beer flavor and quality. To increase yeast anti-autolytic ability, FKS1 overexpression 

strain was constructed by 18S rDNA. The concentration of β-1,3-glucan of overexpression strain was 62% higher than that 

of wild type strain. Meantime, FKS1 overexpression strain increased anti-stress ability at 8% ethanol, 0.4 mol/L NaCl and 

starvation stress. Under simulated autolysis, FKS1 showed good anti-autolytic ability by slower autolysis. These results 

confirms the potential of FKS1 overexpression to tackle yeast autolysis in high-gravity brewing. 

Keywords:  Saccharomyces cerevisiae, cell wall, β-1,3-glucan, anti-stress, the simulation of autolysis 

酿酒酵母是与人类关系最为广泛和密切的

一种微生物，不仅因为传统上它用于酿酒和制

作面包、馒头；在现代分子和细胞生物学中也

常被用作模式生物，是研究真核细胞遗传学和

生理学的重要工具[1]。因此可谓是工业界最为重

要的微生物之一。 

在啤酒发酵过程中，随着发酵过程的深入

进行，酵母所处环境的渗透压、乙醇浓度不断

升高，营养成分不断减少[2]，这种变化促使酵母

衰老，胞内的生物化学过程受到破坏，各种酶

和底物的作用失去协调性，致使酵母开始自  

溶[3]。自溶过程会促使胞内物质释放到胞外，带

给啤酒酵母味、加重的涩味、苦味等风味上的

改变，同时使酒体的泡持性及风味稳定性变差，

极大地影响了啤酒的品质[4]。 

酵母细胞壁是抵抗外界环境刺激的一个非

常重要的屏障[5-6]，其坚固程度直接影响着酵母

衰老死亡的速度。研究表明，葡聚糖作为酵母

细胞壁的重要组成成分，对维持酵母细胞形态、

增加细胞壁坚韧性、抵抗外界环境刺激等方面

发挥着重要的作用[7]。在酿酒酵母的基因组中，

FKS1 基因直接调控细胞壁葡聚糖合成酶的表  

达[8-10]。因此，可以通过 FKS1 基因的表达来调

控细胞壁，进而影响酵母细胞的自溶。 

在酵母基因的过表达过程中，使用最为广

泛的载体分别是附加型载体  (YEP) 和整合型

载体 (YIP)[11]。其中 YEP 型载体具有独立存活

及拷贝数较高的优点，不足之处在于质粒容易

丢失，即稳定性较差；相比之下，YIP 型载体当

整合入酵母基因组后则特异性高、稳定性强，

但存在拷贝数低的问题[11]。所以，拷贝数高、

稳定性强的基因过表达方式将会得到很好的应

用。研究发现，在酿酒酵母的 XII 染色体中存在

100−140 个拷贝的 rDNA[12-15]，并且 rDNA 的序

列有高度的保守性。因此，将此 rDNA 序列作

为同源重组的整合位点可以使目的基因得到高

效且稳定的过表达，本文即在此理论基础上构

建了 FKS1 基因过表达质粒，将其整合到酿酒酵
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母中达到过表达 FKS1 基因的目的。 

综上所述，本研究通过选取 18S rDNA 为同

源重组整合位点，构建了过表达酿酒酵母 FKS1

基因的重组菌。结果表明，和野生菌相比，重

组菌的细胞壁葡聚糖含量增多，从而使得其抗

自溶能力有了很大的提高。对探究酵母自溶机

理、提高啤酒风味品质及稳定性方面发挥了积

极的作用。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株及质粒 

本研究所用的菌株和质粒如表 1 所示。 

1.1.2  培养基及试剂 

LB 培养基(g/L)：胰蛋白胨 10，酵母提取物

5，氯化钠 10。需要时使用前加入氨苄青霉素至

100 μg/mL，固体培养基添加 20 g 琼脂，用于大

肠杆菌培养。 

YPD 培养基(g/L)：胰蛋白胨 20，酵母提取

物 10，葡萄糖 20。制备平板时添加 20 g 琼脂，

用于酵母培养。筛选转化子时需添加 G418 至

200 μg/mL。固体平板抗性实验时需添加无水乙

醇至 8%浓度，NaCl 至 0.4 mol/L 浓度。 

rTaq DNA 聚合酶、2*Taq DNA 聚合酶、

Prime STAR Max 及克隆载体 pMD19T-simple、

T4 DNA 连接酶、感受态细胞制作试剂盒、限制

性内切酶 BamHⅠ、SpeⅠ、SacⅡ、NotⅠ、KpnⅠ

和 SphⅠ均购自 TaKaRa 公司；酵母基因组提取

试剂盒购自天根生化科技有限公司；质粒提取

试剂盒、柱式胶回收试剂盒购自 OMEGA 

Bio-Tek 公司。其他试剂均为国药集团化学试剂

有限公司产品。 

 

表 1  菌株和质粒 

Table 1  Strains and plasmids 

Strains and plasmids Characteristics Sources 

Escherichia coli JM109  Lab collection

W303 (Saccharomyces cereviviae) Wild type strain Lab collection

pUG6 Cloning vector, KanMX Lab collection

pMD19-T Vector Cloning vector, Ampr TaKaRa 

pTP Cloning vector, Ampr, PGK1 This work 

pTPF Cloning vector, Ampr, PGK1, FKS1 This work 

pTK1 Cloning vector, Ampr, KanMX This work 

pTK2 Cloning vector, Ampr, KanMX, 18S rDNA-down This work 

pTK Cloning vector, Ampr, KanMX, 18S rDNA-down, 18S rDNA-up This work 

pTPFK 
Cloning vector, Ampr, KanMX, 18S rDNA-down, 18S rDNA-up, 
PGK1, FKS1 

This work 

W303-KT Mutant strain This work 
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1.2  方法 

1.2.1  基因的克隆及质粒的构建 

以 W303 酵母基因组为模板，扩增 PGK1

启动子序列，得到 SpeⅠ-PGK1-SacⅡ-BamHⅠ

片段；将得到的 PGK1 片段与 T 载体连接构建

pTP 质粒。再以 W303 酵母基因组为模板，扩增

FKS1基因序列，得到 SacⅡ-FKS1-BamHⅠ片段；

最后通过 SacⅡ与 BamHⅠ双酶切 pTP 质粒及

FKS1 片段，连接构建 pTPF 质粒。 

以 pUG6 质粒为模板，扩增 KanMX 基因片

段，得到 NotⅠ-BamHⅠ-KanMX-KpnⅠ-SphⅠ片

段；将得到的该片段与 T 载体连接构建 pTK1

质粒。再以 W303 酵母基因组为模板，扩增 18S 

rDNA 下臂，即 KpnⅠ-18S rDNA-down-SphⅠ片

段；通过 KpnⅠ与 SphⅠ双酶切连接 pTK1 质粒

及下臂片段，构建 pTK2 质粒。最后以 W303 酵

母基因组为模板，扩增 18S rDNA 上臂，即

NotⅠ-18S rDNA-up-SpeⅠ-BamHⅠ片段；通过

NotⅠ与 BamHⅠ双酶切 pTK2 质粒与上臂片段，

构建 pTK 重组质粒。 

pTPF 及 pTK 重组质粒通过 SpeⅠ与 BamHⅠ

双酶切后连接，构建 pTPFK 质粒。再通过 NotⅠ

与 SphⅠ双酶切获得目的同源整合线性片段：

up-PGK1-FKS1-KanMX-down。将所获片段按照醋

酸锂转化法[12]转化，转化后先涂布到 YPD 平板

上，24 h后影印[16]到含 200 μg/mL G418的平板上，

28 ℃培养 2−4 d，检测转化子。片段扩增及转化

子验证所需引物及条件如表 2 所示： 

 
 

表 2  实验所需引物及扩增条件 

Table 2  Primers and conditions of PCR 
Primer 
name 

Primer sequence (5–3) Condition 

PGK1-F GGACTAGTTATTTTAGATTCCTGACTTCAACTC 95 ℃ 3 min; 95 ℃ 30 s；

55 ℃ 30 s; 72 ℃ 1 min PGK1-R CGGGATCCTCCCCGCGGTGTTTTTATATTTGTTGTAAAAAGTAGA 

FKS1-F TCCCCGCGGATGAACACTGATCAACAACCTTAT 95 ℃ 3 min; 98 ℃ 10 s；

55 ℃ 30 s; 72 ℃ 5 min 30 sFKS1-F CGGGATCCTTATTTTATAGTTGACCAGGTCTTT 

Kana-F ATAAGAATGCGGCCGCCGGGATCCTAGGTCTAGAGATCTGTTTAGCTTG 95 ℃ 3 min; 95 ℃ 30 s；

55 ℃ 30 s; 72 ℃ 1 min 30 sKana-R ACATGCATGCGGGGTACCATTAAGGGTTCTCGAGAGCTC 

up-F ATAAGAATGCGGCCGCTAATGATCCTTCCGCAGGTTC 95 ℃ 3 min; 95 ℃ 30 s；

55 ℃ 30 s; 72 ℃ 1 min up-R CGGGATCCGGACTAGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCT 

down-F GGGGTACCCTTGGATGTGGTAGCCGTTTCTC 95 ℃ 3 min; 95 ℃ 30 s；

55 ℃ 30 s; 72 ℃ 1 min down-R ACATGCATGCTATCTGGTTGATCCTGCCAGTAGTC 

F1K-1-F TGAGATGGAGTTGCCCCC 95 ℃ 3 min; 95 ℃ 30 s；

55 ℃ 30 s; 72 ℃ 1 min 10 sF1K-1-R GTCTTGTTCCTGACTTTGCCC 

F1K-2-F CAAAACAGCATTCCAGGTATTAGA 95 ℃ 3 min; 95 ℃ 30 s；

55 ℃ 30 s; 72 ℃ 1 min F1K-2-R AAAAAATCAATGTCTTCGGACTCT 
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1.2.2  生长性能分析 

将酿酒酵母野生对照菌株 W303、重组菌

W303-KT 斜面菌种进行活化，接入装有 10 mL 

YPD 培养基的 50 mL 三角瓶中，180 r/min、28 ℃

振荡培养 18 h，然后以 10%的接种量接入装有

30 mL YPD 培养基的 100 mL 三角瓶中，相同条

件下培养。先每隔 2 h 取样，30 h 后逐渐延长取

样间隔时间，测定 OD600 值并作酵母生长曲线。 

1.2.3  细胞形态分析 

将酿酒酵母野生对照菌株 W303、重组菌

W303-KT 斜面菌种进行活化，接入装有 10 mL 

麦汁培养基的试管中，180 r/min、28 ℃振荡培

养 18 h；然后 1 500 r/min 离心 10 min 收集菌体

进行扫描电镜制样、镜检。 

1.2.4  葡聚糖含量分析 

样品处理：首先配制 1.0 mol/L 氢氧化钠溶

液 100 mL，取离心收集的酵母泥 5 g 加入其中，

在 90 ℃条件下反应 3 h，后 3 000 r/min 离心   

15 min，沉淀物水洗 2 次，无水乙醇洗涤定容[17]。 

分光光度计检测：0.1 mL 样品 + 1.9 mL 蒸

馏水 + 4.0 mL 刚果红，20 ℃精确保温 10 min

后于 550 nm 下测吸光值。以 2.0 mL 蒸馏水 + 

4.0 mL 刚果红作空白。 

β-葡聚糖含量 (mg/L) =A×K×1/v×20 

式中，A 为试样吸光值；K 为标准曲线上吸光度

为 1 时对应的 β-葡聚糖 μg 数；v 为吸取稀释试

样体积的毫升数；20 为试样稀释倍数。 

1.2.5  环境耐受性分析 

于斜面试管中取一环菌接入 5 mL YPD 液

体培养基中(饥饿培养则接入相同体积的无菌水

中)，28 ℃培养 24 h。用无菌水调节菌液浓度使

其 OD=1.0，10 倍稀释梯度，依次取 2.5 μL 点种

在含有 8%乙醇、0.4 mol/L NaCl 的抗性平板上，

以及将饥饿培养的按照同样方法点种在 YPD 平

板上，培养 2–3 d，观察菌落生长情况[18]。 

1.2.6  模拟自溶分析 

参考王敏等[19]的方法培养和收集酵母，2 g

酵母泥加到 200 mL 的柠檬酸盐缓冲液 (pH 4.0) 

(模拟自溶液) 中，于 28 ℃、150 r/min 放置，定

时取样测定。 

酵母细胞死亡率的测定及 A260 和 A280 的测

定及比值计算方法参照许维娜等[20]方法。 

2  结果与讨论 

2.1  转化子的构建与筛选 

2.1.1  重组质粒的构建 

参照 1.2.1 质粒的构建方法，依次构建 pTPF

和 pTK 重组质粒 (图 1 和图 2)；通过 NotⅠ与

SphⅠ双酶切连接上述两个质粒，构建 pTPFK

质粒，通过 NotⅠ与 SphⅠ、NotⅠ与 BamHⅠ双

酶切分别来验证转化子(图 3 和图 4)。 

2.1.2  转化子的筛选及验证 

用醋酸锂法将所得的目的片段转化入野生

对照菌 W303，使重组片段两端的同源臂与目的

基因 18S rDNA 发生同源重组，即用 up-PGK1- 

FKS1-KanMX-down 来替换 up-18S rDNA-down。

然后通过平板影印法来筛选转化子。提取转化

子的基因组，使用不同位置的引物进行 PCR 验

证，引物验证结果如图 5 所示：A 设计引物扩

增 18S rDNA-up 和 PGK1 间的核苷酸序列，阳

性结果为 1 270 bp；B 设计引物扩增 kanMX 和

18S rDNA-down 间核苷酸片段，阳性结果为 

975 bp。最终成功筛选出阳性转化子，并命名为

W303-KT。 
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图 1  pTPF 质粒构建示意图 

Fig. 1  The construction of pTPF plasmid. 
 

2.2  重组菌的基础性能分析 

2.2.1  重组菌 FKS1 基因的表达水平和遗传稳

定性 

本实验使用实时荧光定量 PCR (qRT-PCR) 

来分析过表达菌株 FKS1 基因的 mRNA 表达水

平，结果表明重组菌株 FKS1 基因的表达量约为

原菌的 10 倍 (图 6)；同时，为验证转化菌的遗

传稳定性，将原菌和重组菌在无 G418 选择压力

的条件下，连续转接液体 YPD 培养 10 次并用

第 10 代菌液划线。结果如图 7 所示：重组菌可

以在含有 200 μg/mL G418 的 YPD 平板上生长，

而原菌则不能，表明转化菌的遗传稳定性良好。

以上结果表明基于 18S rDNA 的 FKS1 过表达拷

贝数高且稳定性好。 

 
 

图 2  pTK 质粒构建示意图 

Fig. 2  The construction of pTK plasmid. 
 
 

 
 

图 3  pTPFK 质粒构建示意图 

Fig. 3  The construction of pTPFK plasmid. 
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图 4  pTPFK 质粒及酶切电泳图 

Fig. 4  The results of pTPFK plasmid and digestion.    

M: marker 10 000; 1: Not I/Sph I; 2: Not I /BamH I. 

 

 

 
 

图 5  W303-KT 转化子基因组验证结果 

Fig. 5  Verification of the W303-KT transformant.    

(A) Primer： F1K-1-F/F1K-1-R. M: maker 2 000; 1: 

W303-KT; 2: W303; 3: blank. (B) Primer: F1K-2- 
F/F1K-2-R; M: marker 2 000; 1: W303-KT; 2: W303; 3: 
blank. 

 
 

2.2.2  细胞形态和生长性能 

为分析重组菌与原菌的性状异同点，本实

验对它们进行了细胞形态观察，扫描电镜结果

显示 (图 8)：从外形上看，转化菌与原菌并无

大的差别。然而，生长曲线测定结果则显示转

化菌生长速度始终快于原菌 (图 9)。由此推测，

FKS1 基因的过表达加快了细胞壁葡聚糖的合

成，从而促进了细胞的生长。 
 

 

 
 

图 6  原菌与重组菌的 qRT-PCR 分析 

Fig. 6  qRT-PCR analysis of W303 and W303-KT. 

 

 
A                     B 
 

图 7  重组菌遗传稳定性的平板验证 

Fig. 7  Assay of genetic stability in resistant plate.    
(A) YPD medium. (B) YPD medium with G418      

(200 μg/mL). 

 

2.3  重组菌自溶性能分析 

为验证重组菌抗自溶能力的增强，本实验

首先分析了菌株的葡聚糖含量变化情况，然后

通过模拟自溶实验来评价菌株的自溶性能，最

后通过环境胁迫性分析给予辅证。 
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图 8  原菌与转化菌的扫描电镜 (SEM) 分析 

Fig. 8  SEM analysis of W303 and W303-KT. (A) W303. (B) W303-KT (scale bars:10.0 μm). 
 

 

 
 

图 9  不同菌株的生长曲线 

Fig. 9  Growth curres of different strains. 

 
 

2.3.1  葡聚糖含量分析 

葡聚糖含量检测结果显示原菌为  (3.50 ± 

0.02) mg/g，重组菌为 (5.68 ± 0.03) mg/g，较原

菌增长 62%。FKS1 基因为调控 β-1,3-葡聚糖合

成酶的关键基因，由于 FKS1 基因的高效过表

达，使得细胞壁内葡聚糖含量增多。同时，重

组菌细胞壁葡聚糖含量的变化为后面的自溶性

能分析提供了理论比较依据。 

2.3.2  模拟自溶 

本研究采用模拟分析，将不同菌株置于模

拟自溶液中进行模拟自溶，以此来观察菌株的

生长变化情况。首先，观察了酵母细胞在模拟

自溶液中的死亡率变化情况，结果如表 3 所示：

重组菌株的死亡率明显慢于原始菌株；同时，

本实验还对模拟自溶液过滤后的滤液在 260 nm

和 280 nm 处的吸光度值进行测定，并计算

A260/A280，结果如表 4 所示。自溶开始时，酵母

释放出的蛋白类物质比例较大，A260/A280 的值较

小；随着自溶程度的增大，自溶液中的核酸类

物质所占比例越来越大，A260/A280 的值也逐渐增

大，向 2.0 靠近[20]。 

基于本实验室先前的研究，我们对 A260/A280

与酵母的死亡率进行拟合与分析，发现随着酵

母自溶程度的变化，(A260/A280)/死亡率呈现明显

且一致的变化趋势，且酵母自溶程度越大该比 
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表 3  酵母在自溶液中死亡率的变化 

Table 3  The change of mortality rate of different strains in citrate buffer  

Time (h) 0 12 24 36 48 60 84 108 

W303 (%) 0.00 1.23±0.01 1.90±0.02 2.81±0.01 3.58±0.03 5.86±0.01 7.08±0.08 10.61±0.07

W303-KT (%) 0.00 1.07±0.01 1.86±0.03 2.07±0.02 2.37±0.02 2.79±0.03 4.73±0.04 5.19±0.03 

The results are presented as the average for three times. 

 

表 4  酵母在自溶液中 A260/A280 比值的变化 

Table 4  The change of A260/A280 of different strains in citrate buffer 

Time (h) 12 24 36 48 60 84 108 

W303 1.05±0.01 1.07±0.03 1.10±0.04 1.21±0.03 1.51±0.06 1.65±0.03 1.88±0.07 

W303-KT 1.22±0.02 1.25±0.05 1.26±0.03 1.32±0.04 1.47±0.03 1.57±0.02 1.60±0.06 

The results are presented as the average for three times. 
 

值越小。该方法可适用于比较不同菌株的自溶

性能，已得到良好的验证和应用[20-21]。在此理

论基础上，W303-KT 菌株的抗自溶能力明显优

于原始菌株 (数据未显示)。 

2.3.3  环境胁迫性分析 

FKS1基因是调控细胞壁完整性途径中的重

要基因之一，该基因的过表达可提高菌株的抗

环境胁迫能力，即抵抗外界刺激的能力，是菌

株抗自溶能力增强的重要辅证。结果表明，在

分别含有 8%的乙醇、0.4 mol/L NaCl 以及饥饿

培养的条件下，W303-KT 菌株的生长状况均优

于原菌 (图 10)。该结果证明重组菌株具有更强

的抵抗环境刺激的能力，从侧面证明了菌株抗

自溶能力的增强。 

 

 
 

图 10  不同胁迫条件下菌株生长状况 

Fig. 10  Growth for different strains in different stress conditions.  
 

3  结论 

酵母是啤酒酿造的灵魂，强壮的酵母可以

酿造出品质优良、风味稳定性好、无杂异味的

啤酒。而酵母自溶是影响啤酒风味品质的重要

因素，自溶过程中会释放出对啤酒质量有较大

负面影响的物质，使啤酒带有酵母味，加重苦 

味、涩味，使啤酒的泡持性及稳定性变差，如

果有 5%的酵母发生自溶，将对啤酒质量造成难

以挽回的影响[22-23]。针对酵母自溶的研究，国

内学者多从实际生产和工艺角度出发，方法简

单快捷，但通常不是十分有效[24-25]，并且不能

从根本上理解和解决自溶问题；而国外学者采

用的方法因设备或技术限制，在国内推广的空
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间不大。因此需要探索酵母自溶的机理，寻求

简单灵敏的方法来从根本上解决酵母自溶的 

问题。 

本研究从细胞壁的主要成分葡聚糖角度出

发，运用分子生物学手段过表达葡聚糖合成酶

基因 FKS1，获得重组菌株 W303-KT。研究表明，

重组菌株细胞壁中葡聚糖积累量显著增加，不

但增强了酵母菌株对环境胁迫的抵抗能力，更

重要的是，通过模拟自溶实验证明，过表达菌

株的抗自溶能力明显优于原始菌株，该发现对

于进一步研究酵母自溶的机理以及细胞壁完整

性途径  (CWI) 的调控模式和调控因子功能奠

定了基础，有助于从根本上理解酵母自溶并加

以控制和利用，为最终工业生产风味品质更优、

稳定性更好的啤酒提供了理论依据。 
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